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(54)Bezeichmmg: MUTIERTER WACHSTUMSFAKTORREZEPTOR ALS ARZNEIMITTEL UND SEINE VERWEN- 
DUNG ZUR BEHANDLUNG VON KREBS - 

(57) Abstract 

Mutated receptor tyrosine kinases are useful as medicaments. These mutated growth factor receptors are particularly ad- 
vantageous for treating cancerous diseases, in particular those types of cancer in which the overactivity of growth factor receptors 
play a role in the formation of the cancer, as well as for treating other diseases caused by receptor overactivity. Mutants of the 
EGF receptors in which the tyrosine kinase activity of the wild type receptor has been eliminated by punctual mutation or dele- 
tion in the tyrosine kinase domain are particularly effective medicaments for treating cancer. 

(57) Znsammenfassung 

Pie vorliegende Erfindung betruTt mutierte Rezeptortyrosinkinasen, die sicb als Arzneimitte] eigneo. Besonders vorteilhaft 
sind die mutierten Wachsturnsfaktorrezeptoren zur Behandlung von Krebserkrankungen, insbesondere von solchen Krebsarten, 
bei denen die Uberfunktion von Wachstumsfaktorrezeptoren eine Rolle bei der Krebsentstehung spielt sowie von anderen Krank- 
faeiten, die auf der Oberfunktion der Rezeptoren beruhen. Als besonders wirksames Arzneimittel zur Behandlung von Krebs wer- 
den Mutanten des EGF-Rezeptors offenbart, bei denen die Tyrosinkinaseaktivitat des Wildtyp-Rezeptors durch eine Punktmuta- 
tion oder Deletion in der Tyrosinkinase-Doma'ne eliminiert word en ist 
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Mutierter Wachstumsfaktorrezeptor als Arzneimittel 
und seine Venvendung zur Behandlung von Krebs 

Die vorliegende Erfindung betrifft mutierte Rezeptor- 
tyrosinkinasen mit defekter Signaltibertragungsaktivita't, 
die therapeutische Eigenschaften besitzen, Arzneimittel 
enthaltend mindestens einen mutierten Rezeptor und die 
Verwendung des bzw. der mutierten Rezeptoren zur Behand- 
lung von Krankheiten, die mit einer unkontr oilier ten Uber- 
funktion von Rezeptortyrosinkinasen assoziiert sind, 
insbesondere von Krebs. 

Zellwachstum ist ein sorgfaltig regulierter ProzeB in Ab- 
hangigkeit von den speziellen Bedtirfnissen eines Organis- 
mus. Bei einero jungen Organismus tiberwiegt die Zelltei- 
lungsrate die Absterberate von Zellen, was zu einer 
GrSBenzunahme des Organismus ftthrt. Bei einem ausgewachse- 
nen Organismus sind die Neubildung von Zellen und der 
Zelltod so ausgewogen, daB ein "FlieBgleichgevicht" ent- 
steht. In seltenen Fallen bricht jedoch die Kontrolle der 
Zellvermehrung zusammen, und die Zellen beginnen zu 
wachsen und sich zu teilen, obwohl in dem Organismus kein 
spezieller Bedarf fiir eine hohere Anzahl von Zellen dieses 
Typs besteht. Dieses unkontrollierte Zellwachstum ist die 
Ursache von Krebs. Faktoren, die das unkontrollierte Zell- 
wachstum verbunden mit Metastasenbildung hervorrufen 
konnen, sind oftmals chemischer Natur, konnen jedoch auch 
physikalischer Art, wie beispielsweise radioaktive strah- 
lung, sein. 

Zur Therapie von Krebs stehen gegenwMrtig im wesentlichen 
zwei Alternativen zur VerfUgung. Entweder es gelingt, die 
Krebszellen durch einen operativen Eingrif f vollst&ndig 
aus dem erkrankten Organismus zu entfernen, oder es wird 
versucht, die entarteten Zellen im Organismus unschadlich 
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zu machen, wie beispielsweise durch Verabreichung von 
Medikamenten Oder durch physikalische Therapieverfahren, 
wie Best rah lung. 

Bei der Chemother apie werden hauf ig Medikamente einge- 
setzt, die in irgendeiner Form in den DNS-Stoffwechsel 
eingreifen void schnell wachsende Zellen, die eine hohere 
DNS-Stoffwechselleistung erbringen miissen, starker schadi- 
gen als Zellen , die sich nicht oder nur langsam teilen. 
Ein schwerwiegender Nachteil vieler Chemotherapien ist je- 
doch die geringe Spezifitat der verwendeten Wirkstoffe, 
was zur Folge hat, daB auch gesunde Zellen bei der Chemo- 
therapie geschadigt werden. Diese geringe Spezifitat der 
Wirkstoffe fordert weiterhin, daB deren Dosierung jeweils 
so erfolgen muB r daB moglichst wenig gesunde Zellen bei 
gleichzeitiger Abtdtung der Krebszellen geschadigt werden. 
Dies ist oftmals nicht moglich, und der krebskranke 
Patient stirbt auf grand der sich immer weiter ausbreiten- 
den Krebszellen, die im Endstadium den Ausfall lebenswich- 
tiger Funktionen herbeif uhren . 

Aufgabe der vorliegenden Erf indung ist die Bereitstellung 
eines weiteren Wirkstof f s mit wertvollen therapeutischen 
Eigenschaften r sowie eines Arzneimittels enthaltend den 
Wirkstoff , wobei der Wirkstoff bzw. das Arzneimittel be- 
sonders vorteilhaft sind bei der Behandlung von Krebser- 
krankungen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemSB gelost durch eine mu- 
tierte Rezeptortyrosinkinase mit def ekter signaluber- 
tragungsaktivitSt, sowie durch ein Arzneimittel enthaltend 
mindestens eine mutierte Rezeptortyrosinkinase. 

Zum besseren Verstandnis der vorliegenden Erf indung werden 
im folgenden die hierin verwendeten Begrif fe naher erlau- 
tert. 
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Unter "Rezeptortyrosinkinase" wird jeder Rezeptor ver- 
standen, der TyrosinkinaseaktivitSt besitzt. Der Ausdruck 
umfaBt Wachstumsfaktorrezeptoren, die Tyrosinkinaseakti- 
vitat besitzen, wie auch HER2 oder die met-Rezeptoren. 

"Defekte Signaliibertragungsaktivitat" bedeutet, daB ein 
mutierter Rezeptor nicht mehr in der Lage ist, ein extra- 
zellulares Wachstumssignal Oder ein anderes Signal in ein 
intrazellulSres Signal umzusetzen, so daB dieses Signal 
teilweise gehemmt Oder vollstSndig blockiert ist. 

"Wachstumsfaktor ,, bedeutet jede mitogene Chemikalie, 
tiblicherweise ein Polypeptid, das von normalen und/oder 
transf ormierten SSugerzellen ausgeschieden wird, und das 
eine wesentliche Rolle bei der Regulation des Zellwachs- 
tums spielt, insbesondere bei der Stimulierung der Proli- 
feration der Zellen und dem Aufrechterhalten ihrer Lebens- 
fHhigkeit. Der Begriff "Wachstumsfaktor" umfaBt z.B. den 
epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) , den von Piatt chen 
stammenden Wachstumsfaktor (PDGF) und den Nervenwachstums- 
f aktor (NGF) . 

Unter "Wachstumsfaktorrezeptor" wird ein die Zellmembran 
Uberspannendes Polypeptid verstanden, das einen Wachstums- 
bzw. Differenzierungsf aktor bindet und selbst eine Tyro- 
sinkinaseaktivitSt in seinem intrazellularen Anteil ent- 
halt oder mit einer solchen assoziiert ist. 

Unter "mutierter Rezeptortyrosinkinase" wird ein Tyrosin- 
kinaserezeptor verstanden, der im Vergleich zu dem 
Wildtyp-Rezeptor eine Strukturanderung enthalt, so daB der 
Rezeptor die Tyros inkinaseaktivi tat des Wildtyp-Rezeptors 
nicht mehr besitzt. 

Unter "mutiertem Wachstumsf aktor rezeptor" wird ein Wachs- 
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tumsfaktorrezeptor verstanden, der im Vergleich zu dem 
Wildtyp-Rezeptor eine Strukturanderung enthalt r so daft der 
Rezeptor die Tyros inkinaseaktivitat des Wildtyp-Rezeptors 
nicht mehr besitzt. 

Unter "Wildtyp-Wacfcstumsfaktorrezeptor' 1 bzw» anderem 
"Wildtyp^-Rezeptor wird ein natiirlich vorkommender Wachs- 
tumsfaktorrezeptor oder anderer Rezeptor verstanden, der 
Tyrosinkinaseaktivitat besitzt und somit zur Signalttber- 
tragung fahig ist. 

Unter "extrazellularer Domane" des Wachstumsfaktorrezep- 
tors oder anderen Rezeptors wird der Teil des Rezeptors 
verstanden, der normalerweise aus der Zelle in die extra- 
zellulare Umgebung herausragt. Die extra zellulare Domane 
umfaBt beispielsweise den Teil des Rezeptors, an dem ein 
Wachstumsf aktor Oder ein anderes Molekiil bindet. 

Unter "Transmembranregion" des Wachstumsf aktorrezeptors 
oder anderen Rezeptors wird der hydrophobe Anteil des 
Rezeptors verstanden, der normalerweise in der Zellmembran 
der Zelle lokalisiert ist, die den Rezeptor exprimiert. 

Unter " Tyros inkinasedomane" oder "zytoplasmatisqher 
Domane" des Wacbstumsf aktorrezeptors oder anderen Rezep- 
tors wird der Teil des Rezeptors verstanden, der sich 
normalerweise innerhalb der Zelle befindet, und der die 
Transphosphorylierung von Tyrosinresten bewirkt. 

Unter "einer wirksamen Menge" wird eine Menge der erfin- 
dungsgemaBen Zusammensetzung verstanden, die den gewunsch- 
ten therapeutischen Effekt erzielen kann~ 

Unter "von Pl&ttchen stammender Faktor (PDGF) " wird ein 
mitogenes Polypeptid verstanden f das in BlutplSttchen ent- 
halten ist, und das von Mesenchym stammende Z lien stimu- 
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liert und die autophosphorylierende Proteintyrosin- 
kinaseaktivitat stimuliert, wenn es an den PDGF-Wildtyp- 
Rezeptor bindet. 

Unter "epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) M wird ein mitoge- 
nes Polypeptid ver stand en, das ttblicherweise eine mitogene 
Antwort in Fibroplasten erzeugt und das die autophosphory- 
lierende Proteintyrosinkinaseaktivitat des EGF-Wildtyp- 
Rezeptor s stimuliert. 

Unter M auf Hyperplasie beruhende Krankheit" wird eine 
Krankheit eines Gevebes oder Organs verstanden, umfassend 
beispielsweise die Hautepidermis, das intestinale Epithe- 
lium , Hepatozyten, Fibroplasten, Knochenmarkszellen, 
andere Knochenzellen, Knorpel und glatte Muskulatur, wobei 
die Krankheit gekennzeichnet ist durch einen Anstieg in 
der Anzahl der Zellen des Gewebes oder organs, wie z.B. 
Psoriasis und endometrische Hyperplasie. 

Unter n HER2" wird eine Rezeptortyrosinkinase verstanden, 
die Sequenzhomologie zu dem epidermal en Wachs turns faktor- 
rezeptor zeigt. 

Unter "Liposomen" werden Partikel in ein em wafirigen Medium 
verstanden, die durch Lipiddoppelschichten gebildet 
werden, die ein waBriges Milieu einschlieBen. 

Unter "Uberfunktion" wird eine UberschUssige, unkontrol- 
lierte Aktivierung eines durch Wachstumsfaktorrezeptoren 
vermittelten Signaltibertragungswegs verstanden, der zu 
einer tiberschiissigen Zellteilungsaktivitat und anderen 
Konsequenzen fiihrt, wie z.B. zu solchen, die bei einigen 
Krebszellen im Vergleich zu den normalen Zellen eines 
ahnlichen Zelltyps auftreten. 

Unter "rekombinanten Vektoren" werden Vektoren verstanden, 
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die unter Verwendung von rekombinanter DNA-Technologie 
genetisch verandert wurden, um Nukleinsaurefragmente ein- 
zubauen, die fur normale bzw. mutierte Rezeptortyrosin- 
kinasen codieren. Die rekombinanten Vektoren konnen Ziel- 
zellen infizieren und die Zielzellen dazu veranlassen, die 
normalen bzw. mutierten Rezeptoren zu exprimieren . 

Unter "rekombinanten retroviralen Vektoren" werden 
rekombinante Vektoren verstanden, die Retrovir en sind. 

GemaB der vorliegenden Erfindung konnte gezeigt werden, 
daB mutierte Rezeptortyrosinkinasen wertvolle therapeu- 
tische Eigenschaften besitzen, die zur Behandlung von 
Krankheiten ausgentitzt werden konnen, die mit einer tJber- 
funktion von Rezeptortyrosinkinasen assoziiert sind, wobei 
die mutierten Rezeptoren insbesondere zur Behandlung von 
Krebserkrankungen geeignet sind. 

Wachstumsfaktorrezeptoren spielen bei der Entstehung und 
Vermehrung von menschlichen Krebszellen eine entscheidende 
Rolle. Bei gesunden Zellen sind die 

Wachstumsfaktorrezeptoren an der Kontrolle des Zellwachs- 
turns beteiligt. Das eigentliche Signal zur Zellteilung ist 
der Wachstumsfaktor, der in Abhangigkeit von den Bedurf- 
nissen des organismus gebildet wird. Der Rezeptor liber- 
nimmt die Funktion der Signalubertragung, d.h. er ist an 
der Umsetzung des extrazellularen Wachstumssignals in 
Zellteilungsaktivitat im Innern der Zelle beteiligt. Bei 
vielen Wachstumsfaktorrezeptoren stellt deren Fahigkeit, 
nach Bindung des Wachstumsfaktors an die extrazellulare 
Domane Phosphatreste an Tyrosinreste in Proteinen zu Uber- 
tragen f eine entscheidende Rolle dar. Diese Rezeptoren 
werden auch als Rezeptortyrosinkinasen bezeichnet. Eine 
Ubersicht iiber Rezeptortyrosinkinasen befindet sich in 
Yarden, Y. und Ullrich A., Rev. Biochenu 1988, 57, 443-78. 
Die Dimerisieirung di ser Wachstumsfaktorrezeptor n nach 
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Bindung des Wachstumf aktors ist ein weiterer wichtiger 
Vorgang bei dem Proze£ der Signalttbertragung. Die Umvand- 
lung eines extrazellul^ren signals in ein intrazellulares 
Signal unter Vermittlung von Wachs turns faktorrezeptor en mit 
TyrosinkinaseaktivitSt laBt sich in die folgenden fttnf 
Stufen zerlegen: 

1. Die Bindung des Wachstumsf aktors (auch als Ligand be- 
zeichnet) an die extrazellulare Domane des Rezeptors indu- 
ziert eine Konforraationsanderung; diese bewirkt 

2. Dimerisierung von Rezeptoren mit veranderter Konforma- 
tion; mit 

3. gleichzeitiger induktion einer allosterischen Anderuhg 
der zytoplasmatischen Domane , durch die wiederum die 
Kinaseaktivitat induziert wird; 

4. Transphosphorylierung von Tyrosinresten in dem Rezep- 
tordimer, die wiederum eine aktivierte Rezeptorkonforma- 
tion erzeugt und stabilisiert; und 

5. Phosphorylierung von Polypeptidsubstraten und Wechsel- 
wirkung mit zellularen Faktoren* 

Eine unkontrollierte tJberfunktion dieser Signaliibertra- 
gungskette aufgrund der tfberexpression oder Mutation kann 
unter anderem zu einer Uberhdhten Teilungsaktivitat der 
entsprechenden Zelle fiihren und im Extremfall zu einer 
entarteten Krebszelle. Eine tibersicht ttber Wachstums- 
faktorrezeptoren und der en Funktion bei der Signaltibertra- 
gung von dem extrazellularen in das intrazellulare Milieu, 
sowie der mogliche EinfluB von abnormal exprimierten 
Rezeptoren auf die Krebsentstehung ist in Ullrich, A. und 
Schlessinger, J. (1990) Cell 61, 203 - 212 gegeben. 
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Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGF-R) ist ein 
170 kD Glycoprotein mit Tyros inkinaseaktivitat. (Ullrich et 
al. (1984), Nature 309, 418 - 425). Die molekularen Vor- 
gange, die an der Bindung seiner Liganden und Stimulierung 
seiner Kinaseaktivitat beteiligt sind, sind ausfuhrlich 
beschrieben in Ullrich et al.. Cell (1990) 61, 203 - 212. 
Obwohl EGF normalerweise eine mitogene Anwort in Fibro- 
plasten hervorruft, bewirkt die (Jberfunktion des Signal- 
tibertragungsvorgangs durch den EGF-Rezeptor auf grund von 
iiberexprimierten Rezeptoren eine ligandenabhangige Trans- 
formation von NIH 3T3 Mauszellen (Riedel et al. (1988), 
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 85: 1477 - 1481 und Di Fiore 
et al. (1987), Cell 51, 1063 * 1070)). Intensive klinische 
studien haben die Funktion dieses Rezeptors bei der Ent- 
wicklung von bestimmten Carcinomen, wie Brustkrebs, 
Ovarienkrebs und Lungenzellkrebs , gestutzt (Slamon et al. 
(1987), Science 235, 177 - 182 und (1989) Science 244, 707 
- 712 und Kern et al. (1990) Cancer Res. 50, 5184 - 5191) . 

Es wurde nun iiberraschenderweise gefunden, dafi die oben 
erlauterte fiinfstufige SignalUbertragungskette durch eine 
mutierte Rezeptortyrosinkinase blockiert bzw. gehemmt 
werden kann, wenn die mutierten Rezeptoren gemeinsam mit 
den Wildtyp-Rezeptoren yon einer Zelle exprimiert werden. 
Somit eignen sich insbesondere mutierte Wachstumsfaktor- 
rezeptoren mit defekter SignalObertragungsaktivitat als 
Arzneimittel , mit denen Krankheiten therapiert werden 
konnen, die im Zusammenhang mit einer gesteigerten tiber- 
tragung von Wachstumssignalen in das Zellinnere durch ent- 
sprechende Rezeptoren stehen. 

Eine bevorzugte Rezeptormutante besitzt die Tyrosinkinase- 
aktivitat des Wildtyprezeptors nicht mehr. Diese Mutante 
ist nicht mehr in der Lage, nach Ligandenbindung Tyros in- 
reste in dem Rezeptordimer oder in Polypeptidsubstraten zu 
phosphorylieren. Somit ist die Umsetzung des extrazellu- 
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laren Wachstumssignals in ein intrazellulares Signal 
blockiert bzw. teilweise gehemmt. 

Bereits eine Punktmutation in dem Wildtyprezeptor kann 
ausreichen, daB der Wildtyp-Rezeptor nicht mehr funktions- 
fahig ist, wenn er durch die Punktmutation die Tyrosin- 
kinaseaktivitat verloren hat. Eine solche Punktmutante 
(z.B. HERK721A) ist besonders bevorzugt. 

Weiterhin bevorzugt ist ein mutierter Rezeptor, der eine 
Deletion in der Tyros inkinasedomane tragt, die zu einem 
Verlust ,der Tyros inkinaseaktivi tat fuhrt. 

Es ist bevorzugt, daB der durch eine Deletion in der zyto- 
plasmatischen Domane mutierte Rezeptor die Transmembran- 
region jedoch noch enthalt (z.B* HERCD-533) . Mutierte 
Rezeptor en mit vorhandener Transmembranregion ftihren zu 
einer virkungsvolleren Hemmung der Wachstumssignaliiber- 
tragung und zeigen somit bessere therapeutische wirkung 
als Rezeptoren ohne Transmembranregion, wie beispielsweise 
Mutanten, die nur aus den extrazellularen Domanen bestehen 
(z.B. Fig. l r HERCD-566) • 

Besonders geeignet als Arzneimittel sind Mutanten von 
Rezeptortyrosinkinasen, wie beispielsweise von EGF-, 
PDGF-,IGF-I-, MET-Rezeptoren, EGF-Rezeptor verwandte 
Rezeptoren wie HER2-, neu-, C-erbB2-Rezeptoren oder 
NGF-Rezeptoren. Das MET-Protein ist beispielsweise aus- 
fuhrlich beschrieben in Giordano et al. (1988), Molec. 
Cell. Biol. 8, 3510 - 3517 und in Giordano et al. (1989) 
Nature, 339. 

Ganz besonders geeignet ist ein mutierter Rezeptor des 
epidermalen Wachstumsf aktors (EGF) . 

Bei einer besonders bevorzugten Mutante des EGF-Rezeptors 
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befindet sich an der Aminosaureposition 721 der 
Wildtyp-Rezeptorsequenz , eine Punktmutation . Bei einer 
bevorzugten Mutante ist der Lysinrest an Position 721 
durch einen Alaninrest in der Mutante ersetzt. Diese 
Mutante ist bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH nach dem Budapester Vertrag hinter- 
legt unter DSM 6678. Bei einer weitereh bevorzugten 
EGF-Rezeptormutante sind die 533 c-terminalen Aminosauren 
des Wildtyp-Rezeptors deXetierfc. Diese Mutante ist hinter- 
legt unter DSM 6679. 

Die Rezeptormutanten sind nach den ublichen gentechno- 
logischen Verfahren, wie beispielsweise in Saabrook, J. et 
al (1989) Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press beschrieben, ausgehend von den Wildtyp-Rezeptoren 
herstellbar. 

Das erf indungsgemaBe Arzneimittel enthalt mindestens einen 
der oben beschriebenen mutierten Rezeptoren und die 
ublichen Hilfs- und Tragerstaffe. 

Besonders bevorzugt ist ein Arzneimittel, das den bzw. die 
Rezeptormutanten in Liposomen verpackt enthalt. Vm die 
Iriposomen selektiv an das Zielgevebe, zu bringen, ist es 
vorteilhaft, wenn die Iiiposomen Antikorper in ihrer 
Membran enthalten, wobei die Antikorper spezifische 
Epitope der Ziel2ellen erkennen und selektiv an diese 
binden. Somit gelangen die Rezeptormutanten selektiv zu 
dem Zielgewebe und konnen dort ihre erwiinschte Wirkung 
entfalten. Die Verabreichung von in Liposomen verpackten 
Wirkstoffen ist heute eine gangige Verabreichungsform. 

Weiterhin bevorzugt ist ein Arzneimittel, das den bzw. die 
Re2eptoren in Form von einem bzw. mehreren rekombinanten 
retroviralen Vektoren enthalt. Die rekombinanten Vektoren 
enthalten Nukleinsauref ragmente, die fiir den bzw. die 
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Rezeptoren codieren. Nach Verabreichung des Arzneimittels 
an. den Patienten inf izieren die Retroviren die Zielzelle 
und ftihren in dieser zur Expression der Rezeptormutanten. 

Ein besonders bevorzugtes Arzneimittei enthalt die ftir 
EGF-Rezeptormutanten codierenden retroviralen Vektoren 
pNTK-HER-K721A und/oder pNTK-HERCD-533 , die hinterlegt 
sind bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen , 
Mascheroden Weg IB, D-3300 Braunschweig, unter DSM 6678 
bzw. DSM 6679. 

Die mutierten Rezeptoren konnen in iiblicher Weise in 
Arzneimittei eingebracht werden, wie beispielsweise 
beschrieben in Remington's Pharmaceutical Sciences (Osol, 
A. Herausgeber) Mack Publishing Company, Easton, PA (1980) 
und Folgebande. 

Die oben beschriebenen mutierten Rezeptoren bzw. die diese 
enthaltenden Arzneimittei sind besonders geeignet zur Be- 
handlung von Krebs. Dabei sind solche Krebsarten besonders 
gut therapierbar, die Folge einer Uberfunktion von 
Wachstumsfaktorrezeptoren sind. 2u diesen Krebsarten 
zahlen insbesondere Brust-, Ovarien- und Lungenkrebs. Die 
Rolle von Oberf lachenrezeptoren bei diesen Krebserkran- 
kungen werden ausfuhrlich beschrieben in Slamon, D.J. et 
al (1987), Science, 235, 177 - 182 und (1989) Science, 
244, 707 - 712 sowie in Kern, J. A. et al (1990), Cancer 
Res., 50, 5184 - 5191. 

Die pharmazeutische Zusammensetzung kann Salze, Puffer, 
Zusatzstoffe und andere Substanzen enthalten, die zum 
Verbessern der Wirksamkeit der mutierten Rezeptoren 
wunschenswert sind. 

Zusammensetzungen zur parenteralen Verabreichung umfassen 
sterile waBrige oder nicht-waBrige LQsungen, Suspensionen 
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und Emulsionen. WaBrige Suspensionen zur Injektion konnen 
Substanzen enthalten, die die Viskositat der Suspension 
erhohen, und umfassen beispielsweise Natriumcarboxy- 
methylzellulose, Sorbit und/oder Dextran. Gegebenenfalls 
kann die Suspension Stabilisatoren enthalten. Beispiele 
fiir nicht-waBrige Losungsmittel sind Propylenglykol, Poly- 
ethylenglykol, pflanzliche Ole, wie Olivendl; und inji- 
zierbare organische Ester, wie Ethyloleat. 

Tragerstoffe oder Okklusiwerbande konnen verwendet 
werden, um die Durchlassigkeit der Haut zu steigern und 
die dermale Adsorption des Ar2neimittels zu erhohen. 

Fliissige Dosierungsformen konnen typischerweise eine Lipo- 
somenldsung umfassen, die die fliissige Dosierungsform ent- 
halten. Geeignete Formen zum suspendieren von Liposomen 
umfassen Emulsionen, Suspensionen, Losungen, Sirup und 
Elixiere mit inerten Verdunnungsmitteln, die tiblicherweise 
auf diesem Gebiet verwendet werden, wie gereinigtes 
Wasser. 

Neben den inerten Verdunnungsmitteln konnen diese Zusam- 
mensetzungen audi Zusatzstoffe, Benetzungsmittel, 
Emulgier- und Suspendiermittel oder Duftstoffe enthalten. 
Beispiele fur weiterfe Materialien, die zur Verwendung in 
der vorliegenden pharmazeutischen Zusammensetzung geeignet 
sind, werden in Remington' Pharmaceutical Sciences (Osol, 
A., Herausgeber) , Mack Publishing Co., Easton, PA (1980) 
und Folgebanden angegeben. 

Die Behandlung eines Individuums mit einem: Tumor umf aBt 
das Verabreichen einer wirksamen Menge.der mutierten 
Rezeptoren oder rekombinanten Vektoren, die die mutierten 
Rezeptoren herstellen, in einer einzigen Dosis, mehreren 
Dos en oder in Form einer Infusion an einem Patienten oder 
einem Tier. 
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GemaB der vorliegenden Erfindung ist eine "wirksame Menge" 
* einer pharmazeutischen Zusammensetzun eine Menge, die aus- 

reicht, den gewiinschten biologischen Effekt zu erzielen. 
Im allgemeinen wird die Dosierung, die benotigt wird, um 
eine wirksame Menge der Zusammensetzung bereitzustellen, 
und die von einem Fachmann eingestellt werden kann, abhan- 
gen von Faktoren, wie dem speziellen zu verwendenden 
Rezeptor, dem Vorhandensein und der Art von anderen thera- 
peutischen Mitteln, dem Alter des Patienten oder des Tiers 
sowie von dessen Zustand, Geschlecht und klinischem 
Status, einschliefilich dem AusmaB der Krankheit sowie 
weiteren Variablen. 

Die bevorzugte Dosis der erf indungsgemaBen pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung beim Henschen ist > 10 9 
Plaque-bildende Einheiten (pfu) pro Person und hangt von 
der Krebsart und dem AusmaB der Rezeptorttberfunktion ab. 

Der bevorzugte Weg der Verabreichung der erf indungsgemaBen 
pharamzeutischen Zusammensetzung erfolgt parenteral. Der 
am meisten bevorzugte Weg erfolgt intravenos, intraperito- 
neal, topisch oder direkt in das Gehirn, die Riickenmarks- 
fltissigkeit oder den Tumor selbst. 

Ohne an eine bestimmte Therorie gebunden zu sein nimmt man 
an, daB die beschriebenen Rezeptormutanten ihre Wirkung in 
den Zielzellen entfalten, indem die Mutanten neben dem 
Wildtyp-Rezeptor in die Membran der Zielzellen eingebaut 
werden, und die Rezeptormutante dann die Funktion des 
Wildtyp-Rezeptor s beeintrachtigt, indem zur Signaliiber- 
tragung inkompetente Dimere gebildet werden, die aus einem 
Wildtyp- oder onkogenen Rezeptor und einem mutierten 
Rezeptor mit defekter Signaliibertragungseigenschaft 
bestehen . 
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Anhand von Mutanten des EGF-Rezeptors als Madell wird die 
vorliegende Erfindung naher erlautert. 

Es wurde iiberraschenderweise gefunden, daB die Expression 
von EGF-Rezeptormutanten, die keipe Tyrosinkinaseaktivitat 
mehr besdtzen, in transformierten Krebszellen, die den 
EGF-Wildtyp-Rezepter expr imieren , den transfonnierten 
Phanotyp riickgangig machen kann. 

Material und Methodenr 

Herstellen von rekombinanten Retrovir en 

Die retroviralen Expressionsvektoren pH2, pNTK2 und 
pNTK-HERc sind ausfuhrlich beschrieben in Keller, G. et 
al, (1985), Nature, 318, 149 - 154; Stewart, CL. et al, 

(1987) EMBO J\, 6 r 383-388; von Rtiden, T. und Wagner, E.F. 

(1988) , EMBO J., 7, 2749-2756, pNTK-HER-K 72 1A wurde her- 
gesteilt durch Klonieren eines Bgl II-Fragments von 
CMVHER-K721A in pNTK-HERc. pNTK-HERCD-533 wurde herge- 
stellt durch Erzeugen einer Clal-Stelle an beiden Seiten 
des 2 kb groBen Fragments Xbal/Xhol von pLSXNA 8, 
beschrieben in Livneh, E. et al, J. Biol. Chem, 260, 
12490-12497, mittels ublicher Klonierungsverfahren, wie 
beschrieben in Sambrook, J. et al (1989), Molecular 
Cloning, Cold Spring Harbour Laboratory Press, und an- 
schlieBend wurde das 2 kb Clal Fragment mit Clai gespalte- 
nem pNTK2 ligiert. Das NTK-HERCD-566 Konstrukt wurde her- 
gestellt durch Klonieren eines Clal Fragments von 
CVNHERXCD in die Clal-Stelle von p*TTK2. Das Konstrukt ist 
hinterlegt unter DSM 6680- Ecotrophe rekombinante Retro- 
viren wurden hergestellt aus der Helfervirus-freien Produ- 
zentenlinie GP+E-86, beschrieben in Markowitz D* (1988) J. 
Virol*, 62, 1120-1124. Stabile GP+E-86 Produzentenlinien 
wurden erzeugt mittels eines modif izierten Infektions- 
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protokolls, wie beschrieben in Miller, A. D. und Buttimore, 
C. (1986) Mol. Cell. Biol,, 6, 2895-2902. Amphotrophes 
Virus mit niedrigem Titer wurde hergestellt durch 
trans iente Transfektion von retro viralen Expressions- 
plasmiden in die Helfervirus-freie Verpackungszellinie 
PA317, beschrieben in Miller, A.D. et al (1985) Mol. Cell. 
Biol., 5, 431-437, und wurde verwendet, ura sekundare Ver- 
packungszellen GP+E-86 zu infizieren, gefolgt von einer 
Selektion von Klonen der Produzentenlinie GP+E-86 in G418 
(1 mg/ml) . Der Virustiter wurde bestimmt durch Infizieren 
von NIH 3T3-Zellen mit Verdiinnungsreihen von Retrovirus, 
die zellfreie GP+E-86 Pberstande enthielten, und Bestim- 
mung der Anzahl der G418 resistenten Kolonien. Ein Retro- 
virus (¥2TGFor) , das das Gen ftir den Turmorwachstumsf aktor 
a (TGFor) enthalt, ist beschrieben in Blasband, A. J. 
(1990), Oncogene, 5, 1213-1221. 

Gen-Transfer mitt els Retroviren 

Subkonf luente NIH 3T3-Zellen (10 5 Zellen/ 6 cm-Platte) wur- 
den mit Uberstanden von GP+E-86 Zellen, die hohe Titer an 
NTK-HERc Virus freisetzen (5xl0 5 G418 R koloniebildende 
Einheiten pro ml) , fur 4 bis 12 Stunden in Anwesenheit von 
4 M9/ki1 Polybrene (Aldrich) inkubiert und anschlie&end 
in tfberstand von GP+E-86 Zellen , die hohe Titer an ent- 
weder N2, NTK-HERK721A, NTK-HERCD- 533 Oder NTK-HERCD-566 
Viren freisetzen. Der Express ionsspiegel der Rezeptoren 
wurde gesteigert durch mehrere Infektionsrunden, wie be- 
schrieben in Bordignon, C. et al (1989), Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 86, 67.48 - 6752. In den beschriebenen Experimen- 
ten wurde die Infektion einmal ausgefiihrt mit 1 ml eines- 
verdiinnten Oberstands (1,25 x 10 5 koloniebildende Einhei- 
ten) oder 1 bis 4 mal mit dem gleichen Volumen unverdiinn- 
ten Oberstands (5x10 5 koloniebildende Einheiten) von 
GP+E-86 Zellen, die hohe Titer von entweder N2, 
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NTK-HERK7 2 1A , NTK-HERCD-5 3 3 Oder NTK-HERCD-566 Viren frei- 
setzen. 

Rezeptorphosphorylierung in intaXten Zellen 

Die wie oben infizierten 2ellen warden in lOcm-Platten bis 
zu 90%iger Konfluenz kultiviert, gewaschen und fur 16 
Stunden in methionine reiem DHEM. (Gibco) , erganzt mit 1% 
FCS enthaltend 50 /iCi/ml 35 S -Methionin (Amershato) , 
kultiviert. Die Zellen wurden fiir 10 min mit 20 ng/ml EGF 
(Amgen corp.) stimuliert und in 0,5 ml Lysepuffer. (50 mM 
Hepes pH 7,2, 150 mM NaCl,. 1,5 mM MgCl 2 , 1 mM EGTA, 10% 
Glyerzin, 1% Triton X-100, lmM PMSF, 10 mg/ml Aprotinin, 
100 pM Natriumorthovanadat) bei 4°C lysiert. Die Lysate 
wurden in einer Eppendorf-Zentrifuge bei rund 12000 g fur 
10 min bei 4° C zentrifugiert. Die Uberstande wurden dann 
mit einem OberschuB an monoklonalem Antikdrper 108.1, be- 
schrieben in Honegger, A.M., Ullrich, A. und Schlessinger, 
J. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 86, S- 925-929, und 
Protein A-Sepharose fur 4 Stunden bei 4°C inkubiert. 
Immunprazipitate wurden zweimal mit HNTG (20 mM Hepes pH 
7,3, 150 mM NaCl, 0,1% Triton X-100 und 10% Glyzerin) ge- 
waschen. Das Pellet wurde in Probepuffer resuspendiert r 
fiir 5 min gekocht und anhand von SDS-FAGE (7,5%) analy- 
siert. Die Proteine wurden elektrophoretisch auf Nitro- 
cellulose iibertragen und anschlieBend mit einem monoklona- 
len Mausantikorper gegen Phosphotyrosin (5 E2) , beschrie- 
ben in Fendly, B.M. et al (1990) Cancer Research, 50, 
1550-1558, inkubiert, Zum Nachweis wurde der Nitrozellu- 
losef ilter mit einem Peroxidase-gekoppelten 
Z iege- Ant i-Maus -Ant ikorp er inkubiert, gef olgt von einer 
ECL-Substrat-Reaktion (Amersham) * Nach der Detektion der 
ECL-Substratreaktion mit Kodak X-Omat-Film wurden die 
Nitrozellulosef ilter mit PBS, enthaltend 0,2% Tween20, ge- 
waschen. AnschlieBend wurden die S-Methionin-marki rten 
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Proteine raittels Autoradiographie nachgewiesen. Die Dichte 
der Banden wurde durch Densitometrie ermittelt. 

[ 3 H] -Thymidin-Einbau 

Subkonfluente NIH 3T3 Zellen (XO 5 Zellen/ 6cm-Platte) 
wurden wie beschrieben koinfiziert mit NTK-HERc , gefolgt 
von 4 Inf ektionsrunden mit entweder N2, NTK-HERK7 2 1A , 
NTK-HERCD-5 3 3 oder NTK-HERCD-5 66. Die Zellen wurden auf- 
geteilt auf 12-Loch Costarplatten . Nach Erreichen der 
Konfluenz wurden die Zellmonolayer fQr 24 Stunden in 0,5 
ml DMEM, 0,5% FCS ausgehungert , und 18 Stunden nach 
EGF-Zusatz wurden die Zellen mit 0,5 y.Ci Methyl [ 3 H] 
-thymidin (Amersham) fur 4 Stunden markiert. Die Zellen 
wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschlieflend mit 10% 
TCA ftir 1 Stunde auf Eis prazipitiert. Das Prazipitat 
wurde mit 10% TCA gewaschen und in 200 /il 0,2 N 
NaOH/0,2% SDS wieder aufgeldst. Die Lysate wurden neutra- 
lisiert, und die eingebaute Radioaktivitat durch Scin- 
tillationszShlung quant itativ bestimmt* 

Transformations-Tests 

Urn die Fahigkeit von NIH 3T3 Zellen zur Koloniebildung in 
Weichagar zu untersuchen, wurden subkonfluente NIH 3T3 
Zellen (10 5 Zellen /6cm-Platte) mit NTK-HERC, gefolgt von 
4 Runden der Infektion mit entweder N2, NTK-HERK721A, 
NTK-HERCD-533, Oder NTK-HERCD-566 infiziert. In den 
Fallen, in denen eine autokrine Stimulierung zu erzeugen 
war, wurden die Zellen infiziert mit ¥2TGFa- Virus (5xl0 4 
G418 R koloniebildende Einheiten pro ml) . NIH 3T3 Zellen 
(1C) wurden in 6cra-Platten ausplattiert in der Anwesen- 
heit oder Abwesenheit von 10 ng/ml EGF in 3 ml Medium zum 
Uberschichten (top layer) aus MEM, enthaltend 10% FCS und 
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0,2% Agar (Gibco) . Die Bodenschicht enthielt MEM, 10% FCS 
und 0,4% Agar, Sichtbare Kolonien warden nach 4 Wochen 
gezahlt. 

Fur Focibildungstests wurden subkonf luente NIH 3T3 Zellen 
(10 5 Zellen/ 6cm-Platte) koinfiziert mit NTK-HERc (IxlO 4 
G418 R koloniebildende Einheiten pro ml) , gefolgt von 4 
Runden der Infektion mit entweder N2, NTK-HERK721A, 
NTK-HERCD-533, Oder NTK-HERCD-5 6 6 Viren. In einigen 
Experimenten wurden die Zellen super infiziert mit 
^2TGFa-Virus (IxlO 3 G418 R koloniebildende Einheiten pro 
ml) . Infizierte Zellen wurden auf 6cm-Platten mit DMEM, 
enthaltend 4% FCS, in der Anwesenheit Oder Abwesenfaeit von 
10 ng/ml EGF kultiviert. Das Medium wurde alle 3 Tage 
gewechselt. . Die Platten wurden mit Kristallviolett ange- 
farbt und die Foci wurden am Tag 18 gezahlt. 

Legenden zu den Figuren 

Fig. 1: Schematiscne Darstellung des menschlichen 
EGF-Wildtyp-Rezeptors und mutierte EGF-Rezeptoren. Die 
Lage von cysteinreichen Domaneri (cys) , der Tyros inkinase 
(TK) — und der Transmembrane TM) -Domane sind angegeben. Die 
Mutante HERK721A tragt eine Punktmutation an Position 721 
(ein Austausch von Lysin gegen Alanin) , wahrend HERCD533 
und HERCD-566 c-terminale Deletionen von 533 bzw* 566 
Aminosauren tragen. Die Mutanten sind ausfiihrlich 
beschrieben in Livneh, E. , et al (1986) J. Biol. Chem. r 
260, 12490-12497 und Honegger, A.M. , et al (1987) Cell, 
51 r 199-209. 

Fig. 2 (A) : Tyxosinphosphorylierung des Wildtyp*- und 
mutierten EGF-KRezeptors- Zellen, die entweder den 
Wildtyp-Rezeptor alleine oder den Wildtyp-Rezeptor und 
mutierte Rezeptoreri coexprimieren, wurden tiber tfacht mit 
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[ 35 S] Methionin markiert und anschlieBend in der An- 
wesenheit oder Abwesenheit von 2 ng/ml EGF fiir 10 min 
inkubiert. Die Zellen wurden in LSsung gebracht und mit 
Anti-EGF-Rezeptor-Antikorper (mAb 108) prazipitiert, 
durch SDS-PAGE getrennt und immunologisch mit Anti- 
Phosphotyrosin- Antikbrpern (5E2) analysiert, gefolgt von 
einer ECL-Substratreaktion. 

(B) : Expression des EGF-Rezeptors auf NIH 3T3 Zellen, 
Zellen, die entweder den Wildtyp-Rezeptor alleine oder 
den Wildtyp-Rezeptor und mutierte Rezeptoren coexpri- 
mieren, wurden iiber Nacht mit [ 35 S] Methionin mar- 
kiert und anschlieBend in der Anwesenheit oder Abwesen- 
heit von 20 ng/ml EGF fiir 10 min inkubiert. Die Zellen 
wurden in Losung gebracht und mit Anti-EGF-Rezeptor- 
Antikorper (mAblOB) prazipitiert , getrennt mit Hilfe von 
SDS-PAGE und immunologisch mit einem Anti-Phospho- 
tyrosin-Antikorper (5E2) nachgewiesen, gefolgt von einer 
ECL-Substrat-Reaktion. Das ECL-Substrat wurde abgfcwaschen 
mit PBS, enthaltend 0,2% Tween 20, und die 35 S 
Methionin-markierten Proteine wurden durch Autoradio- 
graphic nachgewiesen. 

Fig. 3: EGF-simulierter [ 3 H]-Thymidin-Einbau* In 
Zellen, die entweder den Wildtyp-Rezeptor alleine (ge- 
strichelte Linie) oder Wildtyp-Rezeptor und mutierte 
Rezeptoren coexpr imierten , wie in A: Wildtyp-EGF-Rezeptor 
+ K721A, B: Wildtyp EGF-Rezeptor +CD-533, C: Wildtyp 
EGF-Rezeptor + CD-566 wurden in 12-Loch Costarplatten bis 
zur Konf luenz kultiviert und ftir 2 Tage in DMEM, enthal- 
tend 0,5% FCS, ausgehungert. 10% FCS Oder verschiedene 
EGF-Konzentrationen wurden zugesetzt und 18 Stunden nach 
dem EGF-Zusatz wurde [ 3 H]Thymidin (0,5 /iCi/Loch fiir 
4 Stunden zugesetzt, und dessen Einbau in DNA wurde be- 
st immt. Die mitogene Antwort wurde auf gezeichnet , urn die 
Beziehung zwischen Dosis und Antwort aufzuzeigen. Die 
Werte wurden um den basalen Thymidin-Einbau korrigiert, 
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und die maximal beobachtete Antwort auf EGF wurde als 
100% def iniert. Die ausgefilllten Dreiecke geben den halb- 
maximalen Thymidin-Einbau an. 

Ercxebnisse : 

Zellen, die den Wildtyp-Rezeptor alleine Oder zusammen 
mit den mutierten Rezeptoren exprimieren, wurden mit 
[ 35 S]Methionin markiert, inkubiert in der Anwesen- 
heit oder Abwesenheit von EGF fur 10 min, lysiert und 
iinmunprazipitiert mit einem Maus-Antikorper gegen humanen 
EGF-Rezeptor (mAbl08) . Die Proben wurden mit SDS-PAGE 
aufgetrennt r auf Nitrozellulosef ilter iibertragen, und die 
Tyros inphosphorylierung wurde nachgewiesen mit Hilfe des 
phosphotyrosinspezifischen Mausantikorpers 5E2 (Fig- 2A) * 
Die Menge des in dem Immunprazipitat vorhandenen Rezep- 
tors wurde durch Autoradiographic desselben Hitrozellu- 
losef liters nachgewiesen (Fig. 2B) - 

Wie in Fig. 2A, Spur en b und c, gezeigt, induziert der 
EGF-Zusat2 zu intakten NIH 3T3 Zellen, die mit dem Virus, 
enthaltend den Wildtyp EGF-Rezeptor , infiziert sind, eine 
starke Tyrosinphosphorylierung der 170 kD 
EGF-Rezeptorbande* Durch Phosphorylierung nimmt die 
Wanderungsgeschwindigkeit des EGF-Rezeptors in der 
SDS-PAGE, verglichen mit dem unphosphorylierten 
EGF-Rezeptor, ab, wie ersichtlich aus Fig. 2B, Spuren b 
und c. Der Spiegel der EGF-stimulierten Phosphorylierung 
des Wildtyp-Rezeptprs wurde nicht verringert durch die 
Coexpression der loslichen extrazellularen Domane des 
EGF-Rezeptor s, wie durch das NTK— HERCD-5 6 6 Virus Genom 
codiert, selbst.wenn die extrazellulare Domane in 4fachem 
DberschuB zu dem Wildtyp-Rezeptor exprimiert wurde (Fig; 
2A, Spuren d bis f; Fig. 2B, Spuren d bis f ) . 
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Im Gegenteil, in einem analogen Experiment, bei dem ein 
Virus f das die membranstandige EGF-Rezeptor-Deletions- 
mutante HERCD-533 (Fig. 1) exprimiert, verwendet wurde, 
erfolgte eine starke dosisabhangige Hemmung der 
EGF-induzierten Phosphorylierung des Wildtyp-EGF-Rezeptors 
(Fig. 2A, Spuren g bis i) , obwohl der Spiegel des 170 kD 
EGF-Rezeptorproteins konstant blieb (Fig. 2B, Spuren g bis 
i) . Die Intensitat der Tyrosin-phosphorylierten Banden 
nahm von 100% auf 71% bzw. 30% ab. Unter diesen Bedingun- 
gen zeigte der EGFHRezeptor die gleichen elektrophoreti- 
schen Eigenschaften wie ein nicht-phosphorylierter Rezep- 
tor (Fig. 2B, spur i) , was in tibereinstimmung mit seinem 
Zustand der Tyrosinphosphorylierung, nachgewiesen durch 
mAb 5E2 (Fig. 2A, Spur i) , ist. 

Wenn der Wildtyp-Rezeptor mit der kinasenegativen Mutante 
HERK721A coexprimiert wurde, wurde eine gesteigerte 
Tyrosinphosphorylierung der 120 kD-Bande nachgewiesen 
(Fig. 2A, Spuren k bis m) . Die intensitat des Signals der 
Tyrosinphosphorilierung des Rezeptors wuchs. von 251 % auf 
337% bzw. 450% an, gemaB der densitometrischen Analyse der 
Autoradiographies Da der Wildtyp-Rezeptor und die 
Kinase-negative Mutante von gleicher- GroBe sind, stellt 
das erhohte 170 kD-Signal in Fig. 2B f Spuren k bis m, die 
Summe der Phosphorylierung beider Rezeptoren dar, da der 
mutierte Rezeptor durch den Wildtyp-Rezeptor transphory- 
liert werden kann. 

Hemmung der EGF-induzierten Zellteilungsrate. 

EGF stimuliert die Zellteilung in NIH 3T3 Fibroblasten, 
die den EGF-Rezeptor exprimieren, wie beschrieben in 
Riedel, H. et al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, S5, 
1477-1481 und Prywes, R. et al (1986) EMBO J., 5, 2179- 
2190. Der EinfluB von mutierten Rezeptoren auf die von dem 
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EGF-Wildtyp-Rezeptor kontrollierte Zellteilung wurde 
anhand der Induction der DNA-Synthese begtimmt. 

Die DNA-Synthese wurde in Zellen, die mit dem NTK-HERc 
Virus und der N2-Virus-Kontrolle infiziert waren, als 
[^Hl-Thymidin-Einbau best immt, und die Synthese war 
maximal stimuliert bei 2 ng/ml EGF, mit einer halbmaxi- 
malen Stimulierung (ED 5Q ) bei 0,66 ng/ml (Fig. 3). Ahn- 
lich zu friiheren Ergebnissen, vie beschrieben in 
Honegger, A.M. et al (1988) EMBO J. , 7, 3045-3052, und 
Riedel f H. , et al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 85 f 
1477-14 81 r fiihrten hohere EGF-Konzentrationen zu niedri- 
geren Spiegeln des [ 3 H]-Thymidin-Einbaus, wie in Fig. 
3 angezeigt. t>ie Coexpressidn des EGF-Rezeptors mit 
HERCD-533 und HERK721A f iihrte nach vier Runden der Infec- 
tion mit den entsprechenden Viren zu einer deutlichen 
Verschiebung der dosisabhangigen Kurve zu hoheren 
EGF-Konzentrationen bin (Fig. 3A und B) . Dies zeigt an, 
daB die Zellen weniger empf indlich gegeniiber dem Wachs- 
tumsfaktor geworden sind, verglichen mit HERc/N2- Zellen. 
Sowohl die Deletionsmutante HERCD-533 wie auch die Punkt- 
mutante HERK721A (Fig, 1) zeigten ahnliche Effekte auf 
das von dem EGF-Wildtyp-Rezeptor vermittelte Zelltei- 
lungssignal und verursachten eine zehnfache Zunahme der 
ED 5£) auf 6,6 ng/ml EGF. Im Gegensatz dazu hatte die 
Superinfection mit NTK-HERCD-5 6 6 virus keinen signif ikan- 
ten Effekt auf die von dem Wildtyp-Rezeptor stimulierte 
DNA-Synthese durch EGF (Fig* 3C) . 

Antionkogene Aktivitat der EGF-Rezeptormutanten 

Es ist bekannt, daB die tiberexpression des EGF-Rezeptors 
eine EGF-abhangige Zelltransformation von NTH 3T3 Zellen 
verursacht,wie beschrieben in Di Fiore,P.P. et al (1987) , 
Cell, 51, 1063-1070, Velu, T.J. et al (1987), Science, 
237, 1408-1410 und Riedel, et al (1988) Proc. Natl. 
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Acad. Sci., USA, 85, 1477-1481. Um zu untersuchen, ob 
das transf ormierende Potential von ttberexprimiertem 
EGF-Rezeptor gehemmt werden kann durch EGF-Rezeptor- 
mutanten, wurde EGF-Rezeptor coexprimiert mit Rezeptor- 
mutanten, und anschlieBend wurde ihre FShigkeit, Kolonien 
in Weichagar Oder Foci in einer Monolayer-Zellkultur zu 
erzeugen, untersucht* Die Stimulation von uberexprimiertem 
EGF-Rezeptor wurde entweder durch EGF-zusatz zu dem Medium 
erzielt,oder durch Infektion mit einem Virus (¥2TGFor) , das 
eine TGF-a DNA tragt, um ein autokrines Aktivierungssystem 
zu erzeugen (Tabelle; 1 durchschnittliche Werte aus vier 
Experiment en sind gezeigt) . 

Nach Infektion mit dem NTK-HERc Virus und der N2-Kontrolle 
bildeten NIH 3T3 Zellen ungefShr 250 Kolonien in 
Weich-Agar in der Anwesenheit von 10 ng/ml EGF. Durch 
Coinfektion mit ^2TGFce-Virus wurde die Bildung von 148 
Kolonien unter ansonsten identischen Bedingungen (Tabelle 
1) erzielt. Jedoch wenn die mit dem EGF-Rezeptor infizier- 
ten Zellen mit entweder NTK-HER-K7 2 1 A oder NTK-HERCD-533 
Viren superinf iziert wurden, wurde die koioniebildende 
Kapazitcit fast vollstandig unterdriickt. Die Coexp.ression 
des EGF-Rezeptors mit der extrazellularen Domane HERCD-566 
reduzierte die koioniebildende FShigkeit um ungefahr 50% 
bei stimulation mit 10 ng/ml EGF in der Agar-Schicht, und 
um ungefahr 33% bei Stimulation durch das autokrine TGF 
nach Infektion mit ¥2TGFa-Virus. 

Auf ahnliche Weise wurde das Fokus-bildende Potential des 
NTK-HERc-Virus in NIH 3T3 Monolayer-Kulturen bestimrat, 
entweder in der Anwesenheit von 10 ng/ml EGF, was zu 920 
Foci pro 10 Viren fuhrte, oder nach Coinfektion mit 

¥2TGFa- Virus, was zu 480 Foci pro 10 6 tfTK-HERC Viren 
fuhrte. Superinfektion mit NTK-HERK7 2 1A oder NTK-HERCD- 533 
Viren unt rdriickte die Anzahl der Foci um 100% bzw. 90%, 
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wenn die Stimulation mit EGF erfolgte, und urn 75% bzv. 71% 
bei Stimulation mit dem ^T2TGFa-Virus (Tabelle 2) . 

Zellen, die den EGF-Wildtyp-Rezeptcr und HERCD566 
coexprimierten, zeigten die gleiche Anzahl an Foci wie 
Zellen, die den EGF-Rezeptor exprimierten und mit dem 
Kontrollvirus N2 infiziert waren. Dieses Ergebnis wurde 
sowohl bei der stimulation mit EGF wie auch mit dem 
¥2TGFa-Virus beobachtet. 

Aus den obigen Ausfuhrungen ist ersichtlich, daB die 
EGF-Rezeptormutanten sowohl ein deutliches antiprolifera- 
tives wie auch antionkogenes Potential besitzen und somit 
hervorragend fQr die Behandlung von Krebs geeignet sind. 
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Tabelle 1: Koloniebilduna in Weichaaar 



PCT/EP92/02058 



Anzahl der Kolonien 

Inf ektion 



/10 5 CFU 



+10 ng/ral EGF + *2TGFot 



N2 0 0 

NTK-HERK7 2 1A 0 0 

NTK-HERCD-53 3 0 0 

NTK-HERCD-566 0 0 

NTK-HERC/N2 246 148 

NTK-HERc /NTK-HERK7 2 1A 8 2 

NTK-HERc / NTK-HERCD- 5 3 3 6 A 

NTK -HERc / NTK-HERCD-5 6 6 128 100 



Die Kolonien warden nach 4 Wochen gezahrt. Die Werte 
stellen Durchschnittswerte aus vier unabhangigen 
Experimenter! dar, CFU bedeutet Kolonie-bildende Einheiten. 
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Tabelle 2: NIH 3T3 Focusbildung 



Zellinie 



Anzahl der Foci/10 6 CFU 



+io ng/ml EGF + ¥2TGFa 



N2 

NTK-HERK721A 
NTK-HERCD-533 
NTK-HERCD-5 66 



NT3C-HERc/N2 
NTK-HERC/KTK-HERK721A 
NTK-HERc/ NTK-HERCD-5 3 3 
NTK-HERc / NTK-HERCD - 5 6 6 



920 
40 
90 

910 



480 
18 
14 

500 



Die Foci wurden nach 14 - 16 Tagen gez&hlt. Die Werte 
stellen Durcbschnittswerte aus vier unabhangigen 
Experimenter* dar. CFU bedeutet Kolonie-bildende Einheiten, 
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Patentansprttche 

1. Mutierte Rezeptortyrosinkinase, die keine 
SignalubertragungsaktivitMt mehr besitzt. 

2. Mutierter Rezeptor nach Anspruch l, dadurch 
gekennzeichnet, daB er die Tyrosinkinaseaktivitat des 
entsprechenden Wildtyp-Rezeptors nicht mehr besitzt. 

3. Mutierter Rezeptor nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB er eine Deletion in seiner 
Tyros inkinasedomane tragt- 

4* Mutierter Rezeptor nach Anspruch 2, dadurch 

gekennzeichnet, daB er eine Punktmutation in seiner 
Tyrosinkinasedomane tragt. 

5. Mutierter Rezeptor nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet , daB der Rezeptor seine extra zellulare 
Domane und seine Transmembranregion enthalt. 

6. Mutierter Rezeptor nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Rezeptor eine extra zellulare 
Domane umfaBt. 

7. Mutierter Rezeptor nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die extrazellulare Domane und die 
Transmembranregion von dem Wildtyp stammen. 

8. Mutierter Rezeptor nach Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB die extrazellulare Domane von dem 
Wildtyp stammt. 

9. Mutierter Rezeptor nach einero der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB der mutierte Rezeptor ein 
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Wachstumsfaktorrezeptor ist. 

10. Mutierter Rezeptor nach Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Rezeptor ein mutierter 
Rezeptor fiir den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) 
ist. 

11. Mutierter Rezeptor nach Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Rezeptor ein mutierter 
Rezeptor fur den von Blutplattchen stammenden 
Wachstumsfaktor fPDGF) ist. 

12. Mutierter Rezeptor nach einem der Anspriiche 1 bis 8 f 
dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor ein 
mutierter HER2-Rezeptor ist. 

13. Mutierter Rezeptor nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor ein 
met-Rezeptor ist. 

14. Mutierter Rezeptor nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB sich die Punktmutation in 
Aminosaureposition 721 der EGF-Wildtyp-Rezep- 
torseguenz befindet. 

15. Mutierter Rezeptor nach Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Punktmutante einen Alanlnrest 
in Aminosaureposition 721 trSgt und hinterlegt ist 
unter DSM 6678 bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen . 

16. Mutierter Rezeptor nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die 533 C-terminalen Aminosauren 
des EGF-Wildtyp-Rezeptors deletiert sind. 
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17. Mutierter Rezeptor nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die 566 C-terminalen AminosSuren 
des EGF-Wildtyp-Rezeptors deletiert sind und der 
hinterlegt ist unter DSM 6680 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen. 

18. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend den 
Rezeptor nach einem der Ansprtiche X bis 17. 

19. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor mit 
Liposomen assoziiert ist. 

20. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Zusammensetzung die 
mutierten Rezeptoren in der Form eines oder mehrerer 
rekombinanter Vektoren, die fixr den bzw. die 
Rezeptoren codierende Nukleinsaurefragmente tragen, 
enthalt. 

21. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Vektor ein 
rekombinanter retroviraler Vektor ist. 

22. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet , daB der retrovirale Vektor 
ausgewShlt wird aus pNTK-HER-K721A und 
pNTK-HERCD-533 , hinterlegt unter DSM 6678 und DSM 
6679 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen. 

23. Verfahren zum Behandeln eines an Krebs erkrankten 
Menschen Oder Tiers, umfassend das Verabreichen einer 
wirksamen Menge der pharmazeutischen Zusammensetzung 
nach einem der Ansprtiche 1$ bis 22. 
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24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Krebs das Ergebnis einer tiberfunktion von 
Rezeptortyrosinkinasen ist . 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Krebs ausgewahlt ist aus BrustJcrebs, 
ovarienkrebs und Lungenkrebs . 

26. Verfahren zum Behandeln von auf Hyperplasie 
beruhenden Krankheiten des Menschen oder Tiers, die 
durch die tjberf unktioh von Rezeptortyrosinkinasen 
gekennzeichnet sind, umfassend das Verabreichen einer 
wirksamen Menge der pharmazeutischen Zusammensetzung 
nach einem der Ansprtiche 18 bis 22. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Krankheit Psoriasis ist. 
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data Faduaana nafadiegead ist 

"ft* Vernffentftehang, die MltgOed 4ersdbeo Pateotfamilie ist 



IV. BESCHQNICUNG 



Datan des ^^"'Mittttt dcr intauatxonaico Recbercbe 

03. DE2 EMBER 1992 



: interpatitmaltii 



Inn 



EUROPAISCHES PATENTAMT 



Untmchrift des bevoUmScbtigteii 

N00IJ F.J.M. 




F«*>Mt PCT/BA/210 IBUU 2) flaw 1«5> 



Inter n a ti o nal es Ataenzrichen 



OL EINSCHLAGIGZ VEROl->tNtlJCHUNGEN (Fcrts*tzong von Blatt 2) 
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Kamzdchnnng der Verfiffemiicfaung, sowdt erfonleriich enter Angabe der maflgebJidim Tele 


Bear. Anspnich Nr. 
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MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY 

BcL 11, Nr. 1, Januar 1991, WASHINGTON DC, 

US 

Seiten 134 - 142 
M. HEIDARAN ET AL. 'Deletion or 
substitution within the alpna 
platelet-derived growth factor receptor 
kinase insert domain: Effects on 
functional coupling with intracellular 
signalling pathways, 1 
siehe Zusamntenfassung 


1-3,5,7, 
9,11 


X 

- 


MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY 

Bd. 7, Nr. 12, Dezember 1987, WASHINGTON 

DC, US 

Seitea 4568 - 4571 

A. HUNhGlatK ET AL. A mutant epidermal 
growth factor receptor with defective 
protein tyrosine kinase is unable to 
stimulate proto-oncogene expression and 
DNA synthesis. 1 
siehe Zusammen fas sung 


1,2,4,5, 

7,9,10, 

14,15 


X 


W0,A,9 014 357 (GENENTECH, INC.) 
29. November 1990 

siehe das ganze Dokument 


1,2,6,8, 
9,12,18, 
20,23-26 




WO, A, 9 008 160 C IMPERIAL CANCER RESEARCH 
TECHNOLOGY LTD.) 
26. Juli 1990 

siehe Seite 26, Zeile 28 
siehe Anspruche 


1,Z, 
9-13, 
18-20, 
21-Z7 




MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY 

Bd. 12, Nr. 2, Februar 1992, WASHINGTON 

DC, US " 

Seiten 491 - 498 

N. REDEMANN ET AL. 'Anti-oncogenic 
activity of signalling-defective epidermal 
growth factor receptor mutants. 1 
siehe das ganze Dokument 
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INTERN ATI ON ALER RECHERCHENBERICHT 



Ir mion ales Aktenzeichcn 

PCT/EP 92/ 02058 



Feld I Bemerkungcn zu den Anspruchcn, die sich als nicbt recherdtterfaar erwtesen baben (Fortsctzung von Pnnfct 1 auf Blatt I) 



GcmSa Artikcl 17f2)a) wurdc aus folgendcn GrOndcn fur besiimmic AnsprOche kein Rccbercbcnbcrtchl crsteltu 

1. [XJ AnsprOche Nr. 

— wdl Sic skh auf Gegenstande bezichcn, zu dercn Recherche die Behdrde nicht vcrpflichtet isi, namlich 

Bemerkung: Obwohl die AnsprUche 23-27 sich auf ein Verfahren zur Behandlung 
des raenschl1chen/t1er1schen Kbrpers beziehen, wurde die Recherche durchge- 
flihrt und grUndete sich auf die angefiihrten Wlrkungen der Verblndung/ 
Zusammensetzung. 

2. II AnsprOche Nr. 

— wetl sic sich auf Telle der internationakm AnmeWung beziehen, die den vorgeschrteberten Anforderungen so wemg emsprechen, 
dafl etne sinnvolle internau'onafc Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. I 1 AnsprOche Nr. „ » + 

— wdl es sich dabei um abhangige AnsprOche handelt, die nicht emsprcchend Satz 2 und 3 der Regd 6.4 a) abgefafll and. 



Fdd II Bemerkungcn bri mangelnder Embatlichkcit der Erfinriung (Fortsctzung von Pnnkt 2 auf Blatt 1) 



Die Internationale Rcchcrchcnbchordc hat fcstgestelll, daB dicse iniemaiionafe Anmeldung mchrerc Erfindungen enlhalc 



1. I I Da der Anmdder alle erforderuchen zusatzlichcn RcchcrchengebOhrcn rcchtzdug entrichtet hat, emrcckt sich dieser 

— internauonale Rccherchcnbericht auf alle rechercfaicrbaren Ansprttehe der imemaiionalen Anmddung. 

2. I I Da fQr allc rcchcrchierbaren AnsprOche die Recherche ohne dnen Arbdtsaufwand durchgduhrt werden konnte, der one 

— zusatzUche RcchcrchcngcbQhr gcrcchtfcrtigi hiUe, hat die Internationale Recherchenbehdrde nicht air Zahhtng einer sofefaen 
GcbOhr aufgefordert 

3. r_J Da der Anmcldgr nur cnuge der erf order lichen zusatzEchen Rttli ei dieugebuhren rechtzdtig entrichtet hat, erstreckt sichd ieser 

Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche der iniernationalen Anmeldung, fur die GebGhren entrichlet warden 
sbtd, namlich auf die Anspruche Nr. 



4. I I Der Anmeldcr hat die erfcrdcruchen zusStzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichlet. Der mtemaUcnale Rechcr- 
— chenbcrichl ocschrankt sich daher auf die in den Anspruchcn zuera erwahnlc Erfmdung; diese ist in folgendcn Anspruchen er- 
faflt: 



Bemerioungen htns ic htlich ciiwrs Wi dcrsprucbs | [ Die zusatzlichcn Gcbfihrcn wurden vom Anmdder unter Widcrspruch gezahlL 

j | Die Zahlung zusiizDchcr Gcbuhrcn erfolgic ohne Widcrspruch. 
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Dies? Arigafaen dienen nor znr U n terri cnt nng und erfoigen ohne Gewahr. 03/1 2/92 
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